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出 版 说 明

随着医学模式的转变,尤其是生物化学、分子生物学、免疫学、遗传学与基础学科的相互渗

透,各种仪器和合成试剂的大量涌现,极大地促进了检验医学向着高理论、高科技、高水平方向

发展。作为21世纪医学领域发展最快的学科之一,医疗卫生机构需要大批的医学检验和医学

检验技术专业人才。为此,人民军医出版社组织全国多所高职高专院校的专家对《全国医药院

校高职高专规划教材(医学检验技术专业)》进行修订再版,以适应当前医学检验技术领域职业

教育形势的需要。

该套教材的第1版于2006年由人民军医出版社出版,具有良好的基础,几年来在多家医

药院校使用,得到了关注和好评。本次修订再版工作在编委会的领导下展开,由多家院校专家

认真研讨和广泛征求意见后,对内容和编排进行修订。教材秉承紧贴高职高专这一层次的人

才培养目标,遵循“三基”“五性”的原则,补充了近年来医学检验技术领域的新知识、新技术、新

方法,删减了不够实用的部分,并突出以下特色:精理论强实践,培养实用技能型人才。依据医

疗机构临床实验室管理办法等一系列相关政策法规,以岗位需求为依据,参阅临床医学检验技

术初级考试大纲,既具有针对性,又兼适用性。贯彻学历教育与职业资格证考试相结合的精

神,把职业资格证考试的知识点与教材内容相结合。同时按照培养高端技能型人才的要求,吸

纳行业专家参与教材体系的论证及教材编写。以“必需、够用”为前提,以“实用、会用”为目标,

对传统教材内容进行了必要的精选、整合和优化,能更好地适应高职教改的需要。

打造一套紧扣大纲、顺应现代医学检验技术发展需要,适合教师教学、利于学生学习的好

教材是所有参编院校的编写初衷和不懈追求,我们衷心感谢参编院校在该套教材编写过程中

所给予的大力支持和辛勤付出。希望有关院校积极选用该套教材并及时反馈意见,使本套教

材不断得到完善与提高,更好地为高职高专医药院校医学检验技术专业的职业教育服务。



   前 言

自20世纪70年代以来,分子生物学获得了迅猛发展,逐渐成为生命科学最具有活力的学

科前沿领域。近年来,由于分子生物学理论和技术不断地被应用于临床,在疾病的预防、诊断、

疗效评价等方面发挥着越来越重要的作用,给分子诊断技术带来了革命性的变革。因此,分子

诊断学已成为生命科学最具有活力的学科前沿。分子诊断技术也朝着高效、准确、灵敏的方向

发展,极大地推动了现代检验医学的发展。

鉴于分子诊断技术快速发展和不断成熟,为了更好地规范《分子诊断学》课程的教学,我们

组织编写了《分子生物学检验技术》,供全国高等医学院校高职高专学生使用。本教材着重于

临床应用,在介绍有关分子诊断技术的基本概念和基本原理的同时,详细介绍了一些新近发展

的重要技术及其应用,如蛋白质组研究技术、生物信息学技术等。

全书共12章。第1章为绪论。第2章和第3章着重介绍了基因组和基因组学,DNA、

RNA、蛋白质等生物大分子的分离纯化等理论。第4—9章描述了DNA重组技术、DNA测序

技术、PCR技术、核酸分子杂交技术、生物芯片技术以及蛋白质分析技术。第10—12章分别

介绍了感染性疾病的分子诊断、遗传性疾病的分子诊断以及肿瘤的分子诊断技术及其临床

应用。

分子生物学检验技术是一门处于快速发展的学科,尽管本教材的编写人员具有丰富的教

学和临床工作经验,由于编写时间仓促,不足之处恳请广大同仁和读者不吝批评指正。

编 者

2011年12月12日
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第 1 章

绪 论

DNA双螺旋结构模型的提出,标志着分子生物学作为一门独立学科的诞生。重组DNA
技术、体外DNA扩增技术、分子杂交技术的发明,极大地推动了分子生物学理论和技术方

法在临床中的应用,在疾病的预防、预测、诊断、疗效评价等方面发挥着愈来愈重要的作

用。一个全新的临床检验新学科———分子诊断学,开始从实验室研究走向临床应用。与传统

的临床检验学科相比较,分子诊断学更具有先进性、精确性和快速性,因此大大提高了诊断

的特异性和灵敏度。迄今,分子诊断学虽然只有短短20多年的历史,但对疾病诊断学的影

响却是革命性的。

第一节 分子诊断学的发展简史

分子诊断学是以分子生物学理论为基础,利用分子生物学的技术和方法研究人体内源性

或外源性生物大分子和大分子体系的存在、结构或表达调控的变化,为疾病的预防、预测、
诊断、治疗和转归提供信息和决策依据,是临床诊断学的一个重要分支。

回顾分子诊断学20余年的发展历史,大致经历了三个阶段。
(一)以DNA分子杂交技术为基础的基因诊断

美国科学院院士美籍华裔科学家Kan等首先应用液相DNA分子杂交进行了镰形细胞贫

血症的基因诊断。这是分子诊断的初级阶段,由于该技术是从疾病基因或与致病相关的基因

及其表达产物的水平上进行检测,因此实现了疾病的早期诊断。不足之处在于,该技术主要

是利用DNA分子杂交的方法来进行遗传病的诊断,所能检测的遗传性疾病的种类也比

较少。
(二)以PCR技术为基础的DNA诊断

20世纪80年代中期聚合酶链反应 (PCR)技术的问世,进一步推动了基因诊断技术的

发展。PCR技术由于其操作简便、快捷、适用性强,已被广泛应用于分子诊断学领域,并

衍生出许多新的分子诊断方法,例如限制性核酸内切酶片段长度多态性分析、等位基因特异

性PCR、PCR单链构型多态性技术等。特别是定量PCR和实时PCR的应用,不仅可以检

测存在于宿主的多种DNA和RNA病原体载量,还可检测多基因遗传病细胞中mRNA的表

达量。
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(三)以生物芯片技术为代表的高通量密集型检测技术

生物芯片技术是20世纪90年代中期以来影响最深远的重大科技进展之一,根据芯片上

固定的探针不同,分为基因芯片、蛋白质芯片、组织芯片等。与传统的核酸印渍杂交技术

(如Southernblot、Northernblot等)相比,由于其工作原理和结果处理过程突破了传统的

检测方法,不仅具有样品处理能力强、用途广泛、自动化程度高等特点,而且具有广阔的应

用前景和商业价值,因此成为分子诊断技术领域的一大热点。

第二节 分子诊断学的应用

分子诊断技术的不断发展,使分子诊断学的内容由传统的DNA诊断发展为核酸及其表

达产物 (mRNA、蛋白质)的全面诊断,使分子诊断学的策略也由利用分子杂交、PCR等

单一技术发展为多项技术的联合诊断,使分子诊断学的方法从定性诊断发展到半定量和定量

诊断,应用范围也日益广泛,从单基因疾病 (门德尔遗传性疾病,如白血病、早老症、血红

蛋白病,甲型肝炎病毒、人类免疫缺陷病毒、人乳头瘤病毒感染等)的诊断发展为多基因病

(肿瘤、心脑血管疾病、代谢病、神经系统疾病、自身免疫性疾病等)的诊断,并从治疗性

诊断发展为预防性分析评价,例如,在乙型肝炎的诊断和治疗中,应用DNA定量技术为乙

型肝炎的治疗和预后监测提供了重要依据。目前,分子诊断的主要应用如下。

1.感染性疾病分子诊断 感染性疾病的诊断长期以来多采用形态学、生物化学及免疫

学诊断方法,这些方法存在灵敏性低、特异性低及速度慢等不足之处。随着各种病原体基因

结构的阐明,利用分子诊断技术早期、快速、敏感、特异地检测感染性病原体本身 (RNA
或DNA)成为可能。分子诊断技术不仅可以对微生物感染进行确诊,还可对感染性病原体

进行分型和耐药性监测,因此在感染性疾病的临床诊断、流行病学调查、微生物分类分型研

究中具有重要作用。

2.遗传性疾病的分子诊断 目前已经发现的人类遗传性疾病有数千种,主要有两类:
单基因遗传病和多基因遗传病 (又称多因素性疾病),前者符合孟德尔遗传规律,而后者不

符合孟德尔遗传规律。传统的诊断方法多以疾病的表型病变为依据。分子诊断技术较传统的

表型诊断的优势是可以检测出致病基因的携带者,产前基因诊断可以及早发现患病胎儿,降

低疾病的发生率。

3.肿瘤的分子诊断 肿瘤的发生受多种因素的影响,而基因的异常是其中的原因之一,
肿瘤的发生常涉及多基因参与,是一个复杂的生物学过程。肿瘤分子诊断则是伴随分子生物

学理论和技术迅速发展而产生的一种新型诊断技术,并已日趋完善。应用分子诊断技术,对

肿瘤发生的病理学机制及生物学行为可从分子水平上加以认识。目前研究较为深入的包括癌

基因、抑癌基因以及其他相关基因。另外,肿瘤标志在诊断肿瘤、检测肿瘤复发、判断疗效

和预后以及人群普查等方面都有较大的应用价值。因此,寻找特异性肿瘤基因型标志进行肿

瘤基因诊断,对于肿瘤的早期诊断、预防和治疗具有重要意义。

4.其他 分子诊断可被用于多基因疾病的易感性判断,如糖尿病、心血管疾病、自身

免疫性疾病等一些有遗传因素和环境因素共同作用所致的疾病。分子诊断还被用于耐药性的

诊断方面,包括通过耐药基因表达改变来分析其耐药性,或通过检测病原体的亚型或突变位

点来分析其耐药性。另外,分子诊断还被运用于疗效监控和卫生防疫等方面。
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总之,分子诊断技术将朝着高效、准确、灵敏和无创伤性的方向发展。随着人类基因组

计划的完成和蛋白质组计划的启动,分子诊断方法将极大地推动现代检验医学的发展,指导

临床诊断和治疗,为改善人们的健康状况作出贡献。

(周立社 王占黎)



    分子生物检验技术

4    

第 2 章

基因组与基因组学

基因组的概念由德国汉堡大学植物学教授汉斯·温克勒 (HansWinkler)于1920年首

次提出,但直到20世纪70年代基因组研究才拉开序幕。由于受到测序等技术的限制,当时

仅能对简单的病毒基因组进行研究。20世纪90年代人类基因组计划 (HumanGenomePro-
ject,HGP)的实施,正式宣告基因组时代的到来。基因组学的宗旨是全方位系统地阐释基

因组的结构与功能,从而从总体上全方位系统地阐释生命规律。
本章仅粗略地介绍基因组的概况,以便于帮助大家了解基因组以及基因组学的发展,为

检验医学实践提供新的思维方式。

第一节 基因组和基因组学的概念

一、 定 义

基因组学 (genomics)是研究一个生物全部的遗传容量和表达调控过程的学科,主要包

括两方面的内容:结构基因组学和功能基因组学,后者又被称为后基因组研究。对一个生物

基因组的认识,将为人们提供全面认识其生命活动的基础。
结构基因组学着重研究基因组的物理特点,包括构建高分辨的遗传图、物理图、序列图

和转录图以及蛋白质组成与结构。根据基因组序列能够预测基因结构和编码的蛋白,然后根

据这些蛋白质和数据库中已知的蛋白质的相似性进行功能注释。因此,结构基因组学为功能

基因组学和蛋白质组学的研究奠定了基础。
功能基因组学从基因组信息与外界环境相互作用的高度,阐明基因组的功能,包括基因

组表达及调控的研究、人类基因信息的识别和鉴定、基因功能信息的提取和鉴定以及基因多

样性分析等。在进行功能基因组研究中,人们采用了大规模基因表达检测技术去定性和定量

地检测基因的表达产物 mRNA,以了解在不同环境下,基因的时空表达状况和协调作用。
但mRNA本身存在贮存、转运、翻译调控和翻译产物后加工等程序,不能准确反映基因的

最终产物———蛋白质的质和量。蛋白质组学作为功能基因组学的重要支撑,是研究一个基因

组在一定生理状况下所表达的全套蛋白的概貌。关于蛋白质组学的内容,将在本书的第9章

中详细介绍。
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二、 基因组大小与C值矛盾

生物体的单倍体基因组所含DNA总量称为C值。同一种生物的基因组大小总是恒

定的,有其特定的C值,而不同物种的C值之间差异很大。例如,乙型肝炎病毒基因组

仅3200碱基对 (basepair,bp),而一些植物和两栖类动物的C值可多达1011bp。由于

生物体的结构与功能越复杂,需要越多的基因表达产物发挥作用,也就需要越大的基因

组以安置更多的基因。因此,C值大小与生物进化程度基本成正比,病毒、原核生物、
真核生物的C值依次递增。但是,这种相关性并不是很准确。例如,软骨鱼、硬骨鱼甚

至昆虫和软体动物的基因组都大于包括人类在内的哺乳动物的基因组;爬行类和棘皮动

物的基因组大小同哺乳动物几乎相等。在同一类生物中,不同种的基因组大小也有很大

差别。例如,昆虫中的家蝇基因组比果蝇基因组大6倍左右;在被子植物中,螺旋狸藻

基因组大小为63Mb,而百合科的四倍体贝母的基因组大小为127Gb,两者相差约2000
倍。因此,从总体上说,生物基因组的大小同生物在进化上所处地位的高低无关,这种

现象称为C值矛盾。目前认为,非编码DNA是导致物种间基因组大小差异如此巨大的

主要原因。

三、 基因组学的意义

以基因组计划为先导的基因组研究使得从基因组的角度系统地认识生命活动规律成为可

能,对医学、环境、人文等领域产生广泛的影响,也具有明显的社会和经济效益。
首先,基因组学为生命科学研究引入了新的方向。基因组学研究使得生物学家能够

从整个基因组的层面去研究一个物种或多个物种的全部基因及其网络,而不是单纯研究

一个或几个基因,因此对于全面系统地认识生命具有重要意义。研究对象的规模化对实

验条件、科学家的素质及合作精神等都提出了更高的要求,小规模的 “作坊”式研究模

式已经不能满足要求。同时,基因及其产物参与在复杂的、相互联系的分子网络系统中,
这些系统的复杂性远远超出了分子生物学、遗传学已认识到的范畴,需要新的理论和分

析检测技术,因此,基因组学大大促进了生命科学内部各学科以及生命科学与其他自然

科学之间的交叉和发展。
其次,基因组学促进了药物的研究。基于结构的合理药物设计依赖于生物大分子的三维

空间结构的精细测定。全基因组测序计划产生了大量的功能未知蛋白,结构基因组学研究可

以获知未知蛋白质可能具有的辅基、金属配体以及酶的催化位点、调节区域等,为药物发现

与设计提供了可能。同时,人类基因组中所有基因及其表达产物的确认和功能注释,也将为

药物的研究提供更多更有效的作用靶点。
再次,基因组学对于医学的发展意义重大。野生型基因或突变型基因及其表达产物与疾

病关系的研究,加深了人们对疾病分子机制的认识;基因组中各基因的结构和功能及其相互

关系的研究,将有助于寻找预防和早期诊断人类遗传病的新方法;药物基因组学的研究,可

使得医生根据每个人的基因特点开出最优化的个体化处方;同时,基因组学的研究可推动更

安全有效的基因治疗载体的研制,因此将使基因治疗更为切实可行。
最后,基因组学对人文科学具有重要影响。人与人之间的基因存在差异,每一种差异对

人类的生存都是有意义的,即使可能与疾病有关。基因无好坏优劣之分,任何 “基因决定
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论”的观点是没有科学依据的,是不符合人性的。因此,应该保护每个人的基因组信息的隐

私,维护每一个社会成员的尊严。同时我们应该认识到,自然界中物种之间有着千丝万缕的

亲缘关系,人类应正确处理好人与自然的关系。

第二节 原核生物基因组

原核生物基因组大小为106107bp。1995年第一个原核生物———流感嗜血杆菌基因组测

序完成,现科学家已经完成了包括真细菌和古细菌在内的160多种原核生物基因组的测序工

作。基因组数据的分析可以揭示原核生物基因组结构与功能,为致病菌的致病机制研究、新

药的研究与开发、感染性疾病的诊断等奠定基础。

一、 特 点

原核生物基因组的一般特点为:①基因组由一条环状双链 DNA (doublestranded
DNA,dsDNA)分子组成,基因组较小。基因组DNA与支架蛋白和RNA结合形成一个较

为致密的区域,即类核 (nucleoid)。②原核生物基因组的功能单位为操纵子结构,数个操

纵子还可以受同一个调节基因调控。操纵子中功能相关的结构基因串联在一起,受共同的

调控区调控,经过转录过程存在于同一个mRNA分子中,成为多顺反子。大多数多顺反子

先翻译为多肽链后,再被切割成几种蛋白。少数多顺反子在mRNA阶段被切割,然后再翻

译成各自的蛋白质。③原核生物的结构基因一般为单拷贝基因。④原核生物基因组中非编

码序列比真核生物少得多,占基因组的10%以内。非编码部分通常在调控区内。原核生物

基因组中几乎没有重复序列,除古细菌外,也没有内含子。⑤原核生物基因组存在各种功

能区,如复制和转录的起始区和终止区等,这些区域中往往有反向重复序列,从而形成特

殊的结构。

二、 类 核

典型的原核生物基因组以环状双链DNA的形式存在于类核中。类核不是典型的细胞

核,没有真核生物细胞核那样的复杂结构,不形成染色体,也没有核膜结构,但和真核生物

基因组较为类似。原核生物基因组DNA分子在蛋白质的辅助下,可以一定的形式进行盘

曲、折叠和包装。包装后的结构虽然不是真正意义上的染色体,但为了方便,我们仍沿用

“染色体”这一称谓。原核生物仅有一条 “染色体”。
对于类核中DNA的组织形式,目前对于大肠杆菌研究得最为充分。在 DNA 解螺

旋酶和拓扑异构酶的作用下,大肠杆菌 DNA 分子会形成稳定的超螺旋结构。超螺旋

DNA附着在支架蛋白上,会形成100个左右的放射状 DNA 环,其中大部分为超螺旋

DNA环 (图2-1)。每个DNA环即是一个相互独立的功能区,从而使得基因组中不同

区域的基因表达和调控能够独立进行。DNA环通常与细胞膜相连,其功能可能与固定

染色体有关。
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图2-1 大肠杆菌的类核结构模型

  类核的蛋白成分包括参与维持DNA超螺旋状态的DNA解螺旋酶和拓扑异构酶,以及

其他至少4种蛋白质 (在DNA包装过程中起特异作用),如 HU、IHF、H1及 H等。其中

HU蛋白的含量最多,它能帮助DNA盘曲、压缩成念珠状结构,还参与DNA复制的启动,
这些功能与真核生物组蛋白 H2B类似。IHF能帮助λ噬菌体与宿主DNA的整合和分离。

H1则可能参与DNA拓扑结构的形成和基因表达过程。H 蛋白的功能与真核生物组蛋白

H2A相似,可以促进DNA单链形成双链。

三、 质 粒

质粒是指染色体外能自主复制的DNA分子。质粒普遍存在于细菌、酵母、真菌、植

物、动物和人类中。质粒具有重要的研究和应用价值,与致病菌的毒力和耐药性有关,也是

基因工程的常用载体。
(一)质粒的结构

质粒的核酸有的是DNA,有的是 RNA。核酸分子有的是环状的,也有的是线性的。

DNA质粒没有蛋白质外壳,RNA质粒则多有外壳。绝大多数细菌来源的质粒的结构是共价

闭合环状DNA (covalencyclosedcircularDNA,cccDNA),为环状双链DNA分子,每条

链通过共价键头尾相连。cccDNA通常形成超螺旋结构,如果其中一条链产生缺口,则形成

带缺口的环状DNA,如果两条链都产生缺口,则形成线性DNA。通常质粒DNA同时存在

这三种结构形式,在琼脂糖凝胶电泳中泳动速度最快的为超螺旋结构,其次为线性和环状

DNA。质粒DNA的分子大小为几千到几万个碱基对。
(二)质粒的功能

质粒不是宿主细胞生存所必需的,但质粒的存在可以赋予宿主一些额外的性状。质粒

DNA可以编码多种蛋白质,有些参与质粒自身的复制和维持质粒稳定性,有些与宿主细胞

的各种抗性、致病性、代谢、接合转移等性状有关。细菌质粒所控制的一些性状如下。

1.抗性

(1)抗生素抗性:氨基糖苷类、β内酰胺类、大环内酯类及磺胺等。
(2)抗金属抗性:汞离子及有机汞制剂、镍、钴、银、铬、锑及铋等。
(3)阳离子抗性:砷酸盐、亚砷酸盐、铬酸盐及硼酸盐等。
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